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Summary: The present study was designed to c1arify the ability of peripheral blood 
mononuc1ear cells (PBMC) from patients with minimal change nephrotic syndrome 
(MCNS) to produce interferon-γCIFN-γ) in vitro. 
Subjects were 35 patients with MCNS， 25 with membranous nephropathy (MN)， 42 
with IgA nephropathy (IgA-GN)， and 23 healthy volunteers as controls. 
Upon stimulation with phytohemagglutinin and tetradecanoyl phorbol-13-acetate， 
PBMC of patients with MCNS produced significantly lower amounts of IFN-γcompared to 
normal healthy volunteers. The reduction of IFN-γproduction by PBMC was prominent in 
the nephrotic stage of MCNS. Decreased production of IFN-γby PBMC from patients with 
MCNS returned to normal levels when PBMC were cultured in the presence of autologous 
serum， suggesting that there may be enhancing factor(s) for IFN-γproduction in patient 
sera. In addition， we have measured the levels of IFNγin serum from MCNS. The samples 
from MCNS in the nephrotic stage had significantly higher levels of IFN-γthan normal 
healthy volunteers， although the samples from MCNS in incomplete remission and complete 
remission had normal levels of IFN-γ. Finally， 3 patients of MCNS in the nephrotic stage 
were found to show a remarkable reduction in their IFNッproductionand an elevation of 
serum IFN-γlevels. But IFN同 γproductionand serum IFN-γlevels returned to normal 
range when the disease was in remission. 
These findings indicate that disturbance of IFN-γformation by PBMC and elevation 
of serum IFN-γlevels may be related to immunological abnormalities in MCNS. 
Index Terms 
interferon-γ， lymphocyte subpopulation， minimal change nephrotic syndrome， nephrotic 
syndrome 
緒 宅冨吾白
phrotic syndrome ; MCNS)には従来から多種多様な免
疫学的異常の存在することが知られているト叩). MCNS 
微小変化型ネフローゼ症候群 Cminimalchange 町田 のT細胞異常については，機能異常としてEロゼット形
(452) 平山俊英
成細胞 (T細胞〉の減少2-4)，Tμ 細胞の増加と Tγ 細胞
の減少2，4)，リンパ球幼若化反応抑制因子5).抗リンパ球抗
体の存在'>' リンパ球サブセット異常として Leu3a/















に B細胞を IgG1や IgE産生細胞へ誘導する 14，15)こと














































3mMのtricin(P回LBiochemical Inc. 製)， 50μg/ml 
のgentacinおよび 2mMのL-glutaminを添加した
RPMI1640 (日水製薬社製〕に 6x 10'個/mlの濃度で、浮
遊させた.さらに，この PBMC浮遊液に 3%非働化ウシ







13 -acetat巴 (TPA，20ng/ml; P-L Biochemical Inc製〕
とphytohemagglutinin(PHA， 5μg/ml; P-L Biochem-
icallnc製〉を用いて 5%C02・3TCの条件下で 48時間
Table 1. Clinical charact巴risticin these studies 
Subjects n (m/f) Age (range) 
Healthy volunteers 23 (13/10) 31 (20-60) 
MCNS 35 (22/13) 29 (14-62) 
MN 25 (14/11) 37 (28-64) 
IgA-GN 42 (19/23) 31 (17-56) 
微小変化型ネフローゼ症候群における血清interferon-γ濃度と末柏、血単核球int巴rferon-y産生能 (453)
刺激した.TPAはPHA添加 2時間前に添加したが，今 PBMC (2 X 1 0 7/ml) 50μlとfluor四回in isoth-
回の実験に採用した TPAとPHAの添加濃度と添加時 iocyanate標識単クローン抗体 (Leu437，38)，Leu3a37，381， 
聞は，予備実験の成績で最大の IFN-γ産生が得られた濃 Leu2a37，381， Leu739，401， Leu15叫， OKM1411， Leulla43)およ
度と添加時聞を用いた. びHLA-DR44)のいずれか)20μlを加えて静かに混和し，
(3) IFN-γ濃度の測定 遮光・ 4'cの条件下で 30分間反応させた.対照には単グ
培養上清中の IFN-y濃度および血清 IFN-y濃度は ローン抗体の替わりに PBS 20μlまたはマウス IgG1
IFNγRIAキット (Centocor社製〉で測定した町. ヒ (Becton Dickinson社製)20μlを加えた.反応後， PBS 
ト組み換え 1FN-γ に対する単クローン抗体B1の結合 2mlを加えて 4'c・30 0 Xgの条件下で 10分間遠心し
したポリスチレンビーズにヒト加熱(5O'C・30分，非働 て洗浄した.この細胞をスペクトラムII(Ortho社製〕で
化〉血清で、希釈した 1FN-y試料 200μlを加え，3TC・2 解析し，成績を全リンパ球中における比率あるいは血液
時間反応後，蒸留水で 2回洗浄した.つぎに， B 1単ク lμlあたりの細胞実数で、表した.なお，今回使用した単ク
ローン抗体とは異なるエピトープを認識する 1251_ラベル ローン抗体の特性は Table2に示すとおりである.




1FNγ あるいは試料の希釈に生理食塩水や RPMI1640 
成 績
を用いた場合で、は， ビーズに結合する 1251が増加するた 1. PBMC における 1FN-y産生能
めに， 0.1単位 (IU)/ml以下の濃度は測定不能であっ (1) 3% FCS添加時 1FN-γ 産生能
た.そこで，希釈液にヒト加熱血清を使用したところ MCNSの1FN-y産生能は， NS期 547.1土236.0IU/ml
0.01IU/mlまでの測定が可能となった36) (nニ7)，IR期 820.9土151.5IU/ml(nニ11)， CR期 1，115.9
(4) リンパ球サブセット 士214.4IU/ml(n二 lわであり，いずれの病期においても
リンパ球サブセットは， Leuシリーズ単クローン抗体 健常対照の 2，216.4土308.2IU/ml(n=23)に比して有意
(B巴ctonDickinson社製〕および OKM1抗体 COrtho の低値を示した (Fig.1). しかし各病期間には差がなか
Diagnostic社製〉を用いたフローサイトメトリー法で測 った.また非健常対照とした MNおよび 19A-GNにお
定した.まず，へパリン加末梢血を採取して Ficoll- げる 1FN-γ産生能は， MNの NS期 1，399.0士597.7IU 
Hypaque比重遠心法によって PBMCを分離し，この /ml (n=5)， MNの1R期 507.8:t177.81U/ml (m二 8)，
PBMCにPBS5mlを加え， 4 'c・300Xgの条件下で 10 MNのCR期 926.6:t303.81U / ml (n =11)， 19A-GN 
分間遠心した.この操作を 3回繰り返すことで洗浄 1，035.l:t108.2 IU/ml (n=42)であり， MNの1R期と
PBMCが得られた.使用した PBSは2%FCS， 0.02%ア CR期および19A-GNが健常対照に比して有意に低下し
ジ化ナトリウム (NaN3，和光純薬工業社製〉を加えて作 ていた.
成したものである. この PBMCをPBSに浮遊させて (2) 3 %自己血清添加時 1FN-y産生能
細胞数が 2X 107価/mlの濃度となるように調整した.ポ MCNSの 3%自己血清添加時 1FN-γ産生能は， NS 
リエチレン製試験管 (Fa1con2052，. Fa1con社製〉に 期 1，276.3:t928.2IU/ml(n=3)， 1R期 162.5士12.5IU/ml
Table 2. Sp巴cificityof monoc1onal antibodies used in these studies 
Cluster Monoclonal Major specificity Additional specificity 
designation antibody 
CD3 Leu4 Mature T ce11s 
CD4 Leu 3 a Helper /inducer T subsets Monocytes 
CD8 Leu2 a Cytotoxic/suppressor T subsets NK ce1s 
Leu 7 NK ce1s Suppressor T subsets 
CD 1 Leu 15 Monocytes .and granulocytes NKc巴l1sand supperessOI 
OKM1 (C 3 bi r巴ceptor) T subsets 
CD 16 Leu 1 a NK ce1s (IgG F c receptor) Granulocytes 


















































Fig. 1. IFN-γproduction treat巴dwith FCS in patients with primary glomerular 
diseases. NS : n巴phroticstage，IR : incomplete r巴missionstage，CR : complete 

















































Fig目 2.IFN-γproductiontr巴atedwith autologous serum in patients with primary 
glm巴rulardiseas巴s.NS: nephrotic stage， IR : incompl巴teremission stage， CR : 
complet巴 remissionstage. 
微小変化型ネフローゼ症候群における血清interf巴ron-y濃度と末梢血単核球interferon同γ産生能 (455)
0，05， MNのCR期;p<O_Ol， IgA-GN; p<O.Ol). 
一方，健常対照の 3%自己血清添加時 IFN-γ産生能は
3%FCS添加時 IFN-γ産生能と差を示さなかった.すな






示す.MCNSにおける血清 IFN-γ 濃度は NS期 0.429士
0.027IU!ml (nニ 5)， IR期 0.188士0.036IU!ml(n=7)， 
CR期 0.249土0.034IU!ml(口二1わであり， NS期が健常
加時 IFN【y産生能の対比
つぎに 3%FCS添加時 IFN-γ 産生能と 3%自己血清
添加時 IFN-γ 産生能を比較した_ MCNSの3%自己血
清添加時 IFN-y産生能は， MCNSのIR期を除いて 3%
FCS添加時 IFN-γ産生能に比して有意に上昇していた
(NS期;p<O.Ol， CR期;p<0.05) (Table 3)_ また
MNおよび IgA心Nの3%自己血清添加時 IFN-γ 産生
能は， NS期 2，315.8:t706.9IU!ml(n二 4)，IR期 1，389.1
土472.8IU!ml(nニ7)， CR期 1，413.0土231.7IU!ml(n= 
9)， IgA-GN l，943.4:t231.0IU!ml (nニ24)であり，いず
れも 3%FCS添加持 IFN-γ 産生能に比して有意に上昇
していた (MNの NS期;p<0.05， MNのIR期 p<
Table 3. Comparison of IFN-γproduction treated with FCS and autologous s巴rumin patients 
with primary glomerular diseases and healthy volunteers 




























































































Fig. 3. Serum IFN-γconcentration in patients with primary glomerular diseases 
NS : nephrotic stage， IR : incomplete remission stage， CR目 complet巴remission
stage， *ホp<O.Ol
英
対照の 0.301土O目025IU/ml(n=23)に比して有意に高値 そこで PBMCにおける IFN-y産生能に対する自己
を示した.さらに MCNSの NS期には， IR期およびCR 血清添加の影響を明確にする目的で， 3 %自己血清添加
期に比して有意に高かった.一方， MNおよびIgA-GN 時 IFN-y産生能を 3%FCS添加時 IFN-γ産生能で除
における血清 IFN田Y濃度は， MNの NS期 0.181士 した値 CA/F比〉と血清 IFN-y濃度の関係を検討した.
0.029IU/ml (n=5)， MNのIR期 0.147土0.027IU/ml(n MCNSでは，血清 IFNッ濃度と A/F比が有意の負相関
=10)， MNのCR期 0.283士0.057IU/ml(n=10)， IgA- ・ (r= -0.50; p<0.05)を示した (Fig.5，left). この関係は，
GN 0.289士0.020IU/ml(n=42)であり， MNのIR期が 自己血清を非働化して血清 IFN-yを失活させた場合も
健常対照に比して有意に低下していた.しかし MNでは 変化しなかった.一方， IgA-GNにおける血清 IFN-y濃
病期聞に差がなかった. 度と A/F比は有意の正相関を示し (rニ 0.52，p<O目05)
3. MCNSにおける 3%自己血清添加時 IFN-y産生 (Fig.5， right)，加熱処理した自己血清を使用した場合で
能と血清 IFN-γ濃度の関係 も両者の関係に変化がみられなかった.
健常対照における 3%自己血清添加時 IFN-γ 産生能 4. MCNSにおける IFN-γ産生能とリンパ球サブセ
は血清 IFNγ 濃度と有意の正相関を示した (r=0.61，p ット
く0.025)(Fig. 4， left)一方， MCNSの NS期における つぎに 3%FCS添加時 IFN-y産生能とリンパ球サブ
3%自己血清添加時 IFN-y産生能は血清 IFN-y濃度に セットを同時測定して両者の関係について検討を加えた.
比して低下する傾向を示した (Fig.4， right)が， MCNS 健常対照群における 3%FCS添加時 IFNγ産生能は，
およびMNの NS期における 3%自己血清添加時 検討したリンパ球サブセットの中では OKM1陽性細胞
IFN-y産生能は血清 IFN-y濃度と有意の相関を示さな 数と有意の正相関を示したにすぎない (r=0.62， pく
かった.ただし MNの NS期では，血清 IFN-y濃度に比 0.05) CFigムTabl巴 4)回一方 MCNSのIFN-y産生能は
して 3%自己血清添加時 IFN-y産生能の上昇を示す症 OKM1陽性細胞と有意の相関を示さず， OKM1細胞数
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Fig. 4. Correlation between IFN-y production tr巴at巴dwith autologtus s巴rumand serum IFN -y 





MCNS 3例における 3%FCS添加時 IFN-y産生能と
血清 IFN-γ濃度の推移を示す (Fig. 7).全例の血清
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Fig. 5. Correlation between A/F ratio and serum IFN-γconcentration in patients with MCNS (left) 
and IgA-GN (right). 
IFN圃 Yseru円1
Table 4. Correlation between monoc1onal antibodies and 3 IFN-γparameters in healthy volunteers 

























































































































NS ; not significant. 
















1FN.γ は， T細胞47)および NK細胞48，49}から産生され
る糖蛋白であり，1)ウイノルレスの増殖抑制











o 2 4 
IFN幽 yproduction with FCS (X 1O-3IU) 
Fig. 6. Correlation between proportion of OKM1 + 
c巴lIsand 1FN.y production treated with 
FCS目 Patientswith MCNS w巴redivid巴din 3 
groups. (0) n巴phroticstage，ム): 
incomplete remission stage， C x) : complet巴
remission stage. There was statistical corre. 
lation between proportion of OKM1 + cells 
and IFN.y production treat巴dwith FCS in 
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Fig. 7. Serial changes of IFN.γproduction treated with FCS and s巴rum1FN.y 
concentration in 3 patients with MCNS. NS: nephrotic stage， 1R : incom. 







(1) 3% FCS添加時 IFNγ産生能




































時の IFN-y産生能も測定して IFNγ産生能と IFN-y
産生能に影響する内在性血清因子の存在を検討した.




















IFN-γ 濃度上昇の機序を IFN-γ 産生能から説明するこ
とができない.むしろ今回の成績は，血清 IFNγ濃度の



























3. MCNSにおける IFNγ産生能と血清 IFN-y濃度 化して血清中の IFN-yを失活させても変化しなかった.
の関係 つまり， MCNSにおける PBMCのIFN-y産生能は加
健常対照における IFN-γ産生能は 3%自己血清添加 熱処理で失活しない IFN-γ産生促進因子に制御されて
時には3%FCS添加時に比して高い傾向にあったが，推 いることが示唆される.
計学的には差がなかった.また 3%自己血清添加時 4. MCNSにおける IFN-γ産生能とリンパ球サブセ
IFNγ産生能は，血清IFN-γ濃度と有意の正相関を示 ット
したが， 3%FCS添加時 IFN-y産生能とは有意の相関を 健常対照についての今回の成績は， 3%FCS添加時
示さなかった.この成績から，健常対照の血清中には IFN-γ産生能が OKMlと正相関を示しており， IFN-y 
IFN司y産生促進因子が微量であるが存在しており， がT細胞サブセットから産生される47)という基礎的実験
PBMC における IFN-γ産生能がその因子の存在によっ を追証するものであった.しかし MCNSでは3%FCS 
て上昇し，血清IFN-γ濃度と相関を示したものと推測さ 添加時IFNγ産生能はOKMl細胞数と相関性を示さ
れる.すなわち，健常対照の生体内での血清 IFN【y濃度 ず， 3% FCS添加時IFN巴γ産生能はOKMl細胞数に比
はPBMCにおける IFN-γ産生能に制御されている可 して低下傾向を示した.この成績から，以下の 3つの可
能性が大きい.一方， MCNSのNS期およびCR期に低 能性が考えられた. l)IL-4などの阻害因子は，病期によ
下していた PBMCのIFN-γ産生能は，自己血清添加に って濃度が変化し， T細胞による IFN-y産生能を制御し
よって有意に上昇した.しかし， 3% FCS添加時および ている.2)IFN田γ産生促進因子は健常対照の血清中に比
3%自己血清添加時IFN司γ産生能のいずれも血清 して MCNSのNS期において低下している. 3)T細胞
IFN-γ濃度と正相関を示すまでには回復しなかったの における IFN-γ産生能は NK細胞あるいは他臓器で産
で， MCNSのPBMCにおける IFNγ産生能は血清 生された IFN-yによるフィードパック機構によって抑
IFN-γ濃度に比して低下していると考えられる.つまり 制されている.前述の成績をあわせて考えると， MCNS 
今回の成績は， MCNSの血清中にはIFN-γ産生促進国 における IFNッ産生促進因子および血清IL-4活性は上
子が健常対照に比してより高濃度に存在するが，その濃 昇していると考えるのが妥当であり，1)とのの可能性は
、度はIFNγ産生能増強作用を発揮するには十分ではな 低いと考えられる.すなわち， NK細胞あるいは他臓器でで
いと L、寸う可能性を示している.一方でで、は， 1比L-】4に代表さ 産生された IFN-γ によつてT細胞カか当らの I町FN-y産生が
れる I町FN-y抑制因子23，2
でで、きない.しカかミし前述のように， MCNS Iにこは高I抱gE血症 5.νMCNS 3症例の臨床経過と 3%FCS添加時 IFN阻
症例の出現頻度が高い1口問2町)ことから，血清I凡Lし-4活性低下よ γ産生能および血清 IFNγ濃度
りはむしろ IFNγ産生能促進因子の増強を考えるのが NS期から CR期までの経過を観察し得た MCNSの
妥当といえる. MCNSにおけるこの IFN田y産生促進困 3症例における検討では， PBMCのIFN田γ産生能の推
子増強の機序が， PBMCにおける IFN-γ産生能の低下 移と血清 IFNγ濃度の推移が相反していた.つまり NS
を回復させようとする生体の防御反応か否かについては 期では血清IFNγ濃度が上昇しているにもかかわらず，
今後の検討を待たねばならない IFN-y産生能が低下しており，副腎皮質ステロイド治療
さらに MCNSと健常対照間における IFN-y産生促 によって IR期へ移行した場合には血清 IFN-γ濃度が
進因子活性の差異を把握するため， PBMCにおける 3% 低下して IFN-γ産生能は正常域まで回復した.しかし副
FCS添加時IFNγ産生能と 3%自己血清添加時IFN-γ 腎皮質ステロイド少量投与の CR期には，血清 IFN-γ濃
産生能の比 CA/F比〉と血清IFN】y濃度との関連を検 度のみならずIFN-γ産生能も低下していた.以上のよう
討した.A/F比は， FCS中に含まれる IFN-y産生促進因 に，血清IFN-γ濃度と IFN-γ産生能の聞には相反して
子に対する自己血清中の IFN-γ産生促進因子の活性強 推移する時期が認められるので， MCNSの血清中に存在
度を表わすものと考えられるので， IFN-γ産生促進因子 する IFN-yの由来はT細胞による産生のみではー元的
の半定量化指標と
微小変化型ネフローゼ症候群における血清int巴rferon-y濃度と末梢血単核球interferon-y産生能 (461)
ィードパック機構を介してT細胞における IFN-γ産生 添加 IFNγ産生能の低下を示す症例の出現頻度が高か
を抑制すると L、う可能性を考えている.したがって， IR った.
期における IFN-y産生能の回復機序としては，副腎皮質 5_MCNSの3症例についてネフローゼ症状の推移と
ステロイドが NK細胞による IFN-γ産生を抑制するた 3% FCS添加時 IFN-γ産生能および血清IFNγ濃度と
めに血清 IFN-γ濃度は低下し， T細胞の IFN-y産生能 の関係をみると，血清 IFN-γ濃度は NS期に上昇， IR期
は自己血清非添加の IFN-y産生抑制因子のない条件下 に低下したが， 3%FCS添加時 IFN-γ産生能は逆に NS
で、回復を示すためと推測される.一方，副腎皮質ステロ 期に低下， IR期に正常域主で回復した.しかし CR期に
イドを減量ないし中止する CR期には， NK細胞による は両者とも低下する傾向を示した.
IFN-y産生が回復して血清 IFN-γ濃度が再上昇傾向を 以上の成績から， MCNSのT細胞機能異常には
示し，フィードパック機構を介してT細胞における PBMCにおける IFN-y産生能の低下と血清 IFN-y濃
IFN-γ産生能が低下するものと考えられる.以上より， 度の上昇が関与しており，ネフローゼ症状の推移と
副腎皮質ステロイドは NK細胞における IFN-γ産生能 IFN-yの動態は密接に関連しているといえる.
に対して強い抑制作用を示すものと推測される.
この成績は， MCNSにおけるT細胞機能異常のーっと 稿を終わるにあたり，御指導，御校閲を賜りました内
して， PBMCにおける IFN-γ産生能の低下と血清 科学第 l講座石川兵衛教授に深甚の謝意を捧げるととも
IFN-y濃度の上昇が存在すること，さらにはネフローゼ に，御校関，御助言を賜わりました細菌学講座樫葉周三
症状の推移と IFNッの動態が密接に関連していること 教授ならびに産婦人科学講座ー傑元彦教授に深謝いたし
を明らかにしたものであり， PBMCにおける IFN-y産 ます.さらに直接，御指導，御教示いただきました土肥










および完全寛解期 (CR)における 3%FCS添加明 IFN-
γ産生能は健常対照に比して有意に低下していた.一方，
NS期と CR期における 3%自己血清添加時 IFN-y産
生能は， 3% FCS添加時に比して有意に上昇し，健常対
照と差を示さなくなった.









MCNSでは， 3% FCS添加時 IFN-γ産生能はOKM1





び第 10四国際腎臓学会(1987年 7月， London)におい
て発表した.
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